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基础 研究 


模拟 微 重 力 抑制 K562 细 胞 的 红 系 分 化 
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摘要 :目的 探讨 模拟 微 重力 对 K562 细胞 红 系 分 化 的 影响 及 可 能 作用 机 制 。 方 法 利用 第 4 代 旋 转 细 胞 培养 系统 模拟 微 重力 ， 
联 葵 胺 染色 法 检测 细胞 红 系 分 化 率 ;qRTPCR 分 析 GATA-1.GATA-2 ,Ets-1 „F-actin , - Tubulin Vimentin 基因 表达 水 平 ;免疫 荧 
光标 记 显 示 微 丝 , 微 管 . 中 间 纤 维 的 荧光 强度 ,Western blotting Wi F-actin .B-Tubulin .Vimentin 和 蛋白 表达 水 平 。 结 果 BORNE 
色 结 果 表 明 模 拟 微 重力 抑制 K562 细 胞 红 系 分 化 ;qRT-PCR 结果 表明 氧 高 铁血 红 素 (Hemin) 处 理 K562 细 胞 后 ,调控 红 系 分 化 的 
转录 因子 GATA-1 表 达 上 调 ,GATA-2 .Ets-1 表 达 下 调 ;而 模拟 微 重力 处 理 细胞 后 GATA-1 表 达 下 调 ,GATA-2 .Ets-1 表 达 上 调 , 细 
胞 骨架 F-actin .B-Tubulin Vimentin 表 达 下 调 ;免疫 荧光 结果 显示 微 丝 . 微 管 .中间 纤维 荧光 强度 减弱 ;免疫 印迹 分 析 结 果 显 示 
F-actin .p-Tubulin Vimentin 表 达 下 调 。 结 论 模拟 微 重力 能 抑制 K562 细胞 红 系 分 化 ,其 机 制 可 能 为 模拟 微 重力 破坏 细胞 骨架 ， 
影响 GATA-1、GATA-2 Ets-1 的 基因 表达 。 
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Effect of simulated microgravity on erythroid differentiation of K562 cells and the 


mechanism 


WU Bin', ZHENG Lei’, HU Xiumei’, GAO Ya', YUE Chunyan', HONG Jiagiong', SONG Jie’, PING Baohong' 
'Huiqiao Department, *Department of Laboratory Medicine, Nanfang Hospital, Southern Medical University, Guangzhou 510515, China 


Abstract: Objective To investigate the effect of simulated microgravity on erythroid differentiation of K562 cells and explore 
the possible mechanism. Methods The fourth generation rotating cell culture system was used to generate the simulated 
microgravity environment. Benzidine staining was used to evaluate the cell inhibition rate, and real-time quantitative PCR 
(qRT-PCR) was used to detect GATA-1, GATA-2, Ets-1, F-actin, p-Tubulin and vimentin mRNA expressions. The changes of 
cytoskeleton were observed by fluorescence microscopy, and Western blotting was employed to assay F-actin, p-tubulin and 
vimentin protein expression levels. Results Benzidine staining showed that simulated microgravity inhibited erythroid 
differentiation of K562 cells. K562 cells treated with Hemin presented with increased mRNA expression of GATA-1 and 
reduced GATA-2 and Ets-1 mRNA expressions. Simulated microgravity treatment of the cells resulted in down-regulated 
GATA-1, F-actin, g-tubulin and vimentin mRNA expressions and up-regulated mRNA expressions of GATA-2 and Ets-1, and 
reduced F-actin, p-tubulin and vimentin protein expressions. Exposure to simulated microgravity caused decreased 
fluorescence intensities of cytoskeletal filament F-actin, f-tubulin and vimentin in the cells. Conclusion Simulated 
microgravity inhibits erythroid differentiation of K562 cells possibly by causing cytoskeleton damages to result in 
down-regulation of GATA-1 and up-regulation of GATA-2 and Ets-1 expressions. 

Key words: simulated microgravity; K562 cells; transcription factors; erythroid differentiation; cytoskeleton 


宇航 员 在 航天 飞行 后 会 出 现 红 细胞 计数 和 血红 和 蛋 。 ”主要 分 布 在 红 系 \ 巨 核 系 和 T 淋 巴 细胞 中 ,是 红细胞 发 育 


白 含量 减少 的 航天 贫血 症状 ,这 不 仅 影响 航天 员 的 工作 
质量 也 对 其 身体 造成 严重 的 影响 中 。 人 研究 发 现 微 重力 
影响 红细胞 生成 是 其 重要 原因 之 一 ,但 其 发 生 的 具体 机 
制 不 清 "”。 研 究 证 实 转录 因子 GATA-1、GATA-2 Ets-1 
参与 细胞 红 系 分 化 的 调控 "3 。GATIA-1.GATA-2 基 因 
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成 熟 所 必需 的 基础 造血 因子 ,Ets-1 基因 含有 高 度 保守 
的 DNA 结 合 结构 域 ,是 细胞 红 系 分 化 的 重要 启动 子 “。 
细胞 骨架 是 由 微 丝 . 微 管 .中 间 纤 维 组 成 的 普遍 存在 于 
真 核 细 胞 中 的 骨架 纤维 ,F-actin、B-Tubulin 和 Vimentin 
是 主要 的 细胞 骨架 蛋白 ,对 重力 变化 高 度 敏感 。 细 胞 可 
以 通过 细胞 骨架 系统 将 重力 变化 的 刺激 传递 到 细胞 核 ， 
调控 相关 基因 表达 变化 进而 影响 细胞 的 分 化 ,信号 转 导 
SEHE RR 

近年 来 文献 报道 微 重力 对 多 种 细胞 的 分 化 有 影 
响 * ,但 对 造血 细胞 分 化 转录 因子 及 细胞 骨架 的 影响 
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IX, 其 与 血红 素 结构 相似 。 研 究 证 实 Hemin 可 作为 红 
系 细胞 分 化 诱导 剂 ,诱导 红 系 祖 细胞 、 人 红 白 血 病人 562 
细胞 内 血红 蛋白 的 合成 "。 本 实验 以 K562 细 胞 作为 研 
究 对 象 , 氧 高 铁血 红 素 为 诱导 剂 ,观察 模拟 微 重力 对 
K562 细胞 红 系 分 化 的 影响 ,同时 检测 GATA-1、 
GATIA-2 Ets-1 mRNA X F-actin, B-Tubulin fll Vimentin £& 
白 的 变化 ,探讨 模拟 微 重力 对 红 系 分 化 影响 的 可 能 机 制 。 


1 材料 与 方法 
1.1 主要 试剂 

RPMI 1640 培养 基 、 胎 牛 血 清 (Fetalbovineserum,， 
FBS) 均 购 自 美国 HyClone 公司 , p-Tubulin (9F3) 、 
Vimentin (D21H3) 和 GAPDH 抗 免 抗体 均 购 自 美国 
Cell Signaling Technology 公 司 ,HRP 标 记 的 羊 抗 免 二 
抗 购 自 美国 Abcam 公司 ,F-actin 抗体 和 罗丹 明 标 记 的 
羊 抗 兔 二 抗 购 自 北京 Bioss 公司 ,PrimeScrip™~RT-PCR 
All SYBR® Taq™ II iX fl] & U4 A Takara, DAPI Jj Fl 
Invitrogen, Hemin WIE Sigma. 
1.2 细胞 培养 

人 红 白 血 病 K562 细 胞 由 南方 医科 大 学 检验 系 实 
验 室 保 存 。 细 胞 接种 于 10% FBS 的 RPMI 1640 培 养 
基 ,5% CO,.37 适当 湿度 的 细胞 培养 箱 中 培养 。 取 对 
数 生 长 期 细胞 用 于 实验 。 
1.3 微 重力 处 理 细胞 

应 用 美国 国家 航空 航天 局 (NASA) 研 发 的 第 4 代 旋 
转 细胞 培养 系统 (RCCS-4) 模 拟 微 重力 ,将 细胞 悬 液 注 
和 人 RCCS-4 容 器 中 ,转速 调 至 10~12 r/min, 使 细胞 保持 
均匀 悬浮 状 即 处 于 微 重 力 状态 。 
1.4 KARE 

实验 分 4 组 :模拟 微 重力 培养 组 (SMG 组 ),Hemin 
(40 hmoyL) 诱 导 组 ,模拟 微 重力 下 Hemin 诱导 组 
(Hemin+SMG 组 ) ,普通 培养 组 NG 组 ,作为 对 照 )。 收 
集 各 组 细胞 离心 去 上 清 , 加 入 0.25 mL PBS E, , 滴 加 
7 此 联 薪 胺 溶液 和 0.5 uL 30% 双 氧 水 混 匀 ,室温 下 避 光 
反应 2 min, 再 滴 加 0.5 uL 5% 亚 铁 握 化 钾 浴 液 室温 反应 
10-15 min ,将 染 好 的 细胞 悬 液 滴 1 滴 在 载 玻 片上 ,加 盖 
玻 片 在 倒置 显 微 下 观察 , 染 为 蓝 色 者 为 阳性 细胞 (内 含 
血红 和 蛋白) ,未 上 色 者 为 阴性 细胞 ,每 组 计数 5$00 个 细 
胞 ,计算 阳性 细胞 比率 (%) ,重复 3 次 。 
1.5 qRT-PCR 实验 

使 用 TRIzol 裂解 各 组 细胞 ,提取 总 RNA。 参 照 
Takara 道 转录 试剂 盒 配 置 20 uL Fz ifi , Eppendorf 
PCR 仪 扩 增 :37 % 、15 min, 85 C,5 s, 逆 转录 合成 
cDNA, JH SYBR?Premix Ex Taq™ IDAN A , ABI 
7500 Fast EE ti PCR 仪 进行 扩 增 ,条 件 为 95 C30 s, 


1 个 循环 ;95 C3 s,60 C30 s,40 个 循环 。 
1.6 免疫 荧光 染色 

收集 各 组 细胞 后 用 PBS 洗 3 次 ,每 次 2 min, 取 20~ 
30 uL TS 83 Fr E, Jn 4902 S HH SE [S] 4E 20 min, PBS vt 
3 次 , 每 次 2 min, 0.5% Triton X-100 WA 10 min, PBS 
洗 3 次 ,每 次 2 min, 5% BSA 室温 封闭 1 h, 滴 加 100 uL 
一 抗 溶液 (以 1:100 分 别 稀 释 的 F-actin、B-Tubulin、 
Vimentin) ,4 CRRA IIK, PBS VES IX , REX. min, 
罗丹 明 标 记 的 荧光 二 抗 (1: 100) SEES CINE AF 1 h, PBS 
洗 3 次 ,每 次 2 min,DAPI 染 细胞 核 5 min, 绥 冲 甘 油封 
Fro RICE (AAS, Olympus IX71) 下 曝光 相同 时 
间 ,CCD 摄像 获得 电子 图 片 。 
1.7 免疫 印迹 分 析 细 胞 骨架 

收集 各 组 细胞 后 用 PBS 洗 涤 2 次 ,加 入 适量 RIPA 
强 裂解 液 和 相关 磷酸 酶 、 蛋 白 酶 抑制 剂 , 冰 浴 30 min, 
提取 总 蛋白 ,4 CC 温 和 振荡 15 min, 12 000 r/min 离心 
15 min 取 上 清 ,BCA 法 测定 蛋白 浓度 。10% SDS- 聚 丙 
烯 酰胺 凝 胶 电泳 , 湿 转 至 PVDF 膜 ,3% BSA 封闭 ,分 
别 加 入 一 抗 (1:1000)4 CREA LAL , TBST DER 3 1X , 
5 minK , JMA HRP EREHE : 2000) KIIRA 1 h, UE 
膜 后 加 ECL 发 光 液 曝光 ,Kodak 全 光谱 多 功能 成 像 系 统 
检测 并 保存 结果 ,Quantity One 软件 扫描 所 得 条 带 , 计 
算 目 的 蛋白 与 GAPDH 的 灰 度 比值 。 
1.8 统计 分 析 

采用 SPSS 20.0 软 件 进行 统计 分 析 ,t 检 验 用 于 两 个 
独立 组 的 比较 , 单 因素 方 差分 析 用 于 多 组 间 比 较 , 计 量 
资料 以 均 数 +t 标 准 差 表示 ,P<0.05 为 有 统计 学 差异 。 


2 结果 
2.1 模拟 微 重力 对 K562 细胞 红 系 分 化 的 影响 

不 同 条 件 处 理 K562 细 胞 48 h 后 行 联 苯胺 染色 , 结 
果 显 示 Hemin 组 细胞 染色 阳性 率 为 (26.73+4.60)% ,与 
NG 组 (0.87+0.42)% 相 比 明 显 升 高 ,具有 显著 性 差异 
(P«0.001) ;Hemin+SMG 44 4 fl 42 £4 BH HE (14.734 
3.00)% 显著 低 于 Hemin 组 ,差异 有 统计 学 意义 (P= 
0.001)。 模 拟 微 重力 抑制 362 细 胞 红 系 分 化 效果 (图 1)。 
2.2 qRTPCR 分 析 相 关 基 因 的 表达 

用 qRT-PCR 检测 培养 48 h N K562 细胞 转录 因子 
GATA-1,GATA-2, Ets-1 的 基因 表达 水 平 ,结果 显示 
Hemin 处 理 后 ,GATA-1 基因 表达 水 平 在 12 h 后 升 高 
(P<0.05, 图 2) ,GATA-2 基因 表达 水 平 在 12h 后 降低 
(P<0.05, 图 3),Ets-1 基因 表达 水 平 在 6h 即 出 现 明显 降 
低 (P<0.05, 图 4); 模 拟 微 重力 处 理 后 ,GATA-1 基因 表 
达 水 平 在 24 h 明 显 降低 (P<0.05, 图 2),GATA-2 基 因 表 
达 水 平 在 12 h 后 升 高 (P<0.05, 图 3),Ets-1 基因 表达 水 
平 在 24 h 后 出 现 明显 升 高 (P<0.05, 图 4) ;模拟 微 重力 
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Fig.1 Benzidine staining of K562 cells under inverted microscope (Original magnification: x100). A: normal gravity (NG); B: 
simulated microgravity (SMG); C: Hemin; D: Hemin and simulated microgravity. E: Data statistics of A, B, C and D. **P«0.01, 


*** «0.001. 


和 Hemin 共 同 处 理 组 与 Hemin 组 比较 ,GATA-1 基 因 表 
达 水 平 在 24h 后 降低 (P<0.05, 图 2),GATA-2 基因 表达 
水 平 无 明显 改变 (图 3) ,Ets-1 基因 表达 水 平 在 24 h 后 出 
现 升 高 (P<0.05, 图 4)。 
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图 2 实时 荧光 定量 PCR 检 测 GATA-1 mRNA 表达 情况 
Fig.2 Relative GATA-1 mRNA expression detected by 
real-time quantitative PCR in K562 cells. *P«0.05, **P« 
0.01, ***P<0.001. 


FI qRT-PCR 检测 培养 48 h 内 K562 细 胞 细胞 骨架 
的 基因 表达 水 平 ,结果 显示 模拟 微 重力 处 理 K562 细 胞 
12,24 h F-actin 和 Vimentin mRNA 表达 量 较 NG 组 明 
显 下 降 ,48 hh 无 明显 变化 (图 5A、C),12h 后 B-Tubulin 
mRNA 表达 量 较 NG 组 明显 下 降 (图 5B)。 
2.3 免疫 荧光 检测 模拟 微 重力 对 细胞 骨架 的 影响 

红色 交 光 显示 细胞 骨架 , 蓝 色 奖 光 显 示 细 胞 核 ,可 
见 模拟 微 重力 处 理 K562 细胞 后 F-actin、B-Tubulin、 
Vimentin 的 欧 光 强度 均 低 于 NG 组 (图 6)。 
2.4 Western blot 结果 

模拟 微 重力 处 理 K562 细胞 12 h J&i , F-actin, 
p-Tubulin , Vimentin 蛋白 表达 水 平 降 低 (P<0.05, 图 7)。 
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3 实时 荧光 定量 PCR 检 测 GATA-2 mRNA 表达 情况 
Fig.3 Relative GATA-2 mRNA expression detected by 
real-time quantitative PCR in K562 cells. *P<0.05, **P<0.01, 
*** P«0.001. 
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图 4 实时 荧光 定量 PCR 检 测 Ets-1 mRNA 表达 情况 

Fig.4 Relative Ets-1 mRNA expression detected by 
real-time quantitative PCR in K562 cells. *P<0.05, **P<0.01, 
*** P«0.001. 


3 Wit 


早期 航天 医学 家 是 通过 对 飞行 人 员 血 液 学 指标 的 
观察 来 研究 航天 性 贫血 症 的 发 生 原因 。 近 年 来 研究 
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图 5 实时 英 光 定量 PCR 检 测 细胞 骨架 mRNA 表达 情况 
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Fig.5 Relative mRNA expressions of cytoskeletal filaments detected by real-time quantitative PCR in K562 cells. A: F-actin; B: 


p-Tubulin; C: Vimentin. *P<0.05 vs normal gravity. 


已 转向 体外 实验 以 更 深入 的 探讨 失重 影响 红细胞 生成 
的 分 子 生 物 学 机 制 。K562 细胞 株 具 有 多 向 分 化 的 潜 
能 ,已 经 被 广泛 地 应 用 于 红 系 分 化 研究 模型 中 心 。 
Hemin 是 常见 的 细胞 分 化 诱导 剂 ,可 以 诱导 造血 干 / 祖 
细胞 内 血红 和 蛋白 合成 。 我 们 的 实验 结果 显示 Hemin 处 
理 后 的 K562 细胞 联 苯胺 染色 阳性 率 明 显 增高 ,提示 
Hemin 能 诱导 K562 细胞 红 系 分 化 ,与 以 往 研 究 结果 一 
致 ;模拟 微 重力 下 Hemin 处 理 的 K562 细胞 联 葵 胶 染色 
阳性 率 显 著 低 于 Hemin 处理 组 ,提示 模拟 微 重力 能 抑制 
Hemin 诱 导 K562 细 胞 红 系 分 化 。 

红细胞 是 由 造血 干 / 祖 细 胞 不 断 增 殖 、 逐 渐 分 化 而 
来 ,这 个 过 程 需要 多 种 转录 因子 共同 调控 完成 “。 本 人 研 
究 显 示 Hemin 作 用 K562 细胞 后 ,GATA-1 基因 表达 水 
平 发 生 上 调 .GATA-2 .Ets-1 基因 表达 水 平 发 生 下 调 。 
GATA-1 是 造血 系统 特有 的 转录 因子 ,在 原始 细胞 红 系 
分 化 初始 ,转录 因子 GATA-1 的 远 端 启动 子 即 被 激活 ， 
GATA-1 基因 表达 上 调 , 进 而 启动 细胞 向 红 系 分 化 "”。 
转录 因子 GATA-2 的 主要 作用 是 维持 未 成 熟 造血 细胞 
的 数量 ,过 表达 GATA-2 会 抑制 原始 细胞 向 红 系 分 化 ， 
促进 其 向 巨 核 系 分 化 “"。 转 录 因 子 Ets-1 在 红 系 分 化 
过 程 中 起 负 向 调控 作用 ,其 表达 下 调 促 进 细胞 红 系 分 
化 ,同时 Ets-1 还 可 以 通过 上 调 GATA-2 的 表达 抑制 细 
胞 红 系 分 化 sq。 因此 ,Hemin 处 理 K562 细 胞 后 通过 调 
控 细 胞 内 转录 因子 GATA-1、GATA-2 Ets-1 的 表达 水 平 
促进 细胞 红 系 分 化 。 而 模拟 微 重力 作用 K562 细 胞 后 ， 
细胞 内 GATA-2 基 因 表 达 水 平 在 12h,GATA-1、Ets-1 基 
表达 水 平 在 24 h 后 分 别 出 现 与 Hemin 作 用 相反 的 结 
果 , 提 示 模 拟 微 重力 能 负 向 调控 K562 细 胞 内 红 系 分 化 
相关 转录 因子 表达 水 平 。 之 后 我 们 比较 了 模拟 微 重力 
下 Hemin 处 理 的 K562 细 胞 与 单纯 Hemin 处 理 的 562 
细胞 ,发 现 模拟 微 重力 能 下 调 Hemin 诱 导 K562 细 胞 红 
系 分 化 中 GATA-1 基因 表达 水 平 ,上 调 Ets-1 基因 表达 
水 平 。 由 此 推测 ,模拟 微 重力 环境 下 K562 细 胞 内 转录 
因子 GATA-1.GATA-2 Ets-1 表 达 的 改变 是 其 红 系 分 化 
受 抑 的 原因 之 一 。 

细胞 骨架 是 贯穿 于 细胞 核 和 细胞 质 的 蛋白 网 架 体 


系 , 微 丝 主要 以 F-actin 多 聚 体 的 形式 存在 ,参与 细胞 分 
化 、 信 号 转 导 等 活动 的 进行 ; 微 管 正常 时 以 B 二 聚 体 即 
pB-Tubulin 形 式 存在 ,具有 维持 细胞 分 化 .辅助 细胞 内 和 蛋 
白 运 输 的 功能 ;中 间 纤 维 是 由 核 纤 层 蛋白 聚合 而 成 的 ， 
Vimentin 为 其 主要 组 分 , 它 可 与 核 基质 相互 作用 调节 细 
胞 内 基因 表达 影响 细胞 分 化 *™。 模 拟 微 重力 下 人 体内 
皮 细 胞 .成 骨 细 胞 .肿瘤 细胞 等 多 种 细胞 的 细胞 骨架 可 
以 发 生 解 聚 . 重 排 等 改变 ,从 而 影响 细胞 的 分 化 .迁移 、 
凋 亡 等 功能 ”。 研 究 表明 细胞 分 化 发 生 改 变 与 细胞 骨 
架 的 改变 有 关 ”” ,因此 我 们 决定 研究 模拟 微 重力 对 造 
血细胞 细胞 骨架 F-actin、B-Tubulin 和 Vimentin 的 影 
响 。 在 模拟 微 重力 处 理 K562 细 胞 24 h 后 , 行 免疫 荧光 
染色 观察 到 细胞 骨架 F-actin.B-Tubulin 和 Vimentin 的 
严 光 强度 减弱 。 之 后 我 们 对 细胞 骨架 F-actin、 
B-Tubulin 和 Vimentin 的 基因 和 和 蛋白 表达 情况 进行 分 
析 ,发 现 模 拟 微 重力 处 理 K562 细胞 12 h 后 细胞 骨架 
F-actin、B-Tubulin 和 Vimentin 的 mRNA 和 和 蛋白 表达 水 
平均 明显 下 降 , 微 丝 , 微 管 解 聚 ,中 间 纤 维 断 裂 ,细胞 骨 
架 发 生 破坏 。 处 理 48 h 后 F-actin 和 Vimentin 表 达 量 未 
见 差异 变化 可 能 与 细胞 反馈 调节 及 适应 性 改变 相关 , 尽 
管 模 拟 微 重力 处 理 48 h 后 FE-actin 和 Vimentin 的 基因 表 
达 未 见 明显 改变 ,但 B-Tubulin 表 达 仍 下 调 , 细 胞 骨架 结 
构 不 能 维持 。 细 胞 骨架 结构 的 变化 会 导致 下 游 Ras/ 
MAPK 、PI3K/Akt 等 信号 通路 发 生 改变 ,影响 转录 因子 
及 增殖 ,分 化 相关 基因 的 表达 ”。 由 此 推测 ,模拟 微 重 
力 环境 下 K562 细 胞 细胞 骨架 破坏 可 能 是 影响 细胞 红 系 
分 化 的 相关 机 制 。 鉴 于 细胞 骨架 结构 变化 可 以 影响 转 
录 因 子 表达 2 ,因此 ,我 们 猜测 模拟 微 重 力 下 对 重力 高 
度 敏 感 的 细胞 骨架 发 生 破坏 ,影响 转录 因子 GATA-1、 
GATA-2、Ets-1 的 表达 可 能 是 K562 细胞 红 系 分 化 受 抑 
的 相关 机 制 ,但 这 还 需要 进一步 的 验证 蛋白 间 相 互 作用 
来 证 明 。 既 往 国内 外 对 微 重力 影响 造血 细胞 的 研究 报 
道 较 少 ,我 们 的 研究 初步 前 明了 微 重力 抑制 造血 细胞 分 
化 的 可 能 原因 ,为 航天 性 贫血 症 的 进一步 研究 提供 理论 
依据 。 
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Fig.6 Changes in the cytoskeletons of K562 cells exposed to simulated microgravity (Original 
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图 6 模拟 微 重力 下 K562 细胞 细胞 骨架 的 改变 
magnification: x200). A: F-actin; B: p-Tubulin; C: Vimentin. 
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